
|>|"Tr« WELTORGANISATION FOR OBlSTlGES EIOENTOM 

MTKy X Internationales BOro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBDBT DES PATENTWESENS (PCI) 



(51) Intexnatioiiale RatenfklassilikatioD ^ : 

a2N5/08, A61K 37/02, 37/64 
//(A61K 37/64, 37:02) 



Al 



(11) Intematioiiale VerSfTentUchiingsniiiiimer: 

(43) Inteniatioiiales 

Veroffentlicbaiigsdatiim : 



WO 93/03140 

lB.Februarl993 (18.0Z^3) 



(21) Inteniati'oBales Afct^ichen : PCT/EP92/01 173 

(22) Internationales Anmeldedatam : 25. Mai 1992 (25.05.92) 



^)Priorifitsdatait 
P41 25 933.5 



5.August 1991 (05.08.91) DE 



(71) Anmelder ffUr aUe Bestimmungssiaaten ausser US): MAX- 
PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR fORDERUNG 
DER WISSENSCHAFTEN E.V. [DE/DE]; Bunsenstra- 
&e 10, D-3400 Gdttingen (DE). 

(^)£ifilider;iind 

(75) Erlinder/Aiimelder (nur fir US) : ALTHAUS, Hans-Hinrich 
[DE/DEJ; Bismarckstrafie 120, D-3400 Gottingen (DE). 



(74)Aiiwalte: WEICKMANN, H., Fincke usw. ; Kopemikus 
strafie 9, D-8000 MUnchen 80 (DE). 



91)BestimmimgS5taatea:JP, US» europSisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IT, LU, MC, NL, SE). 



VerdfTenflicfat 

Mit mtemaMonalem Kedierdtenberidtt, 



(5^ TWe: IMPROVEMENT OF THE REGENERATION OF OUGODENDROCYTES 
(54)Bezeicluniiig: VERBESSERUNG DER REGENERATION VON OLIGODENDROCYTEN 
(57)Abstract 

Hie invention oonoems a mediod for improving the regenm- 
tion of oligodendiocytes, in particular human oligodendnx^tes, by 
treating oligodendrocytes in a celt culture with nerve growth factor 
(NGF) or active fragments of NGF. Also disclosed is a composition 
for the treatment of illnesses in which demyelination of the nerve fi- 
bres occurs, the composition containmg as an active substance NGF 
or an active fragment of NGF, optiondly together with the custom- 
ary carriers, fillers, dihition agents and other auxiliaries. 



(57) Zosaramen&ssong 

Die Erfindung b^rifft ein Verf ahren zur Verbesserung d^ Re- 
generation von Oligodendrocyten, insbesondere von humanen Oligo- 
dendrocyten, bei dem man Oligodendroqyten in Zellkultur mit Nerve 
Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von NGF behan- 
delt Weiterhin wird eine Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasem dn- 
tritt, offenbart, die als X^irkstoff NGF oder dn aktives Fragment da- 
von, g^ebenenfalls zusammen mit pharmaz^tisch Ublidh^ TV§ger-, 
Hilfs-, Full- und Verdiinnungsmitteln enthSlt 
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Vexjbessex\2ng a^t- RegCTeration vaa Oligodeaadrocyten 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbes- 
serung der Regeneration von Oligodendrocyten,. insbesondere 
von huinanen Oligodendrocyten. Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Die Umhullung von Nervenfasern isa zentralen Nervensystem 
(ZNS) mit Myelin ist essentiell fiir das Funktionieren der 
Weitergabe von neuronalen Signalen. Die Myelinhiille wird von 
Oligodendrocyten (OL) gebildet, die ihre Fasern um das Axon 
einer Nervenzelle wickeln . Krankheiten , wie etwa Multiple 
Sklerose, bei denen die Myelinhiille des Axons geschadigt oder 
zerstort wird, fiihren auch zu Schadigungen der OL. Im Gegen- 
satz zum peripheren Nervensystem (PNS) ist eine Remyelinie- 
rung von Nervenzellen im adulten ZNS funktional unwirksam. 
Daher ist die Identifizierung und CharaJcterisieming von Fak- 
toren, die fiir die Regenerierung von OL verantwortlich sind, 
fiir das molekulare Verstandnis von demyelinierenden Krankhei- 
ten und die Entwicklung von therapeutischen Mitteln sehr 
bedeutsam. 

Reife Oligodendrocyten, die aus adultem Schweinehim isoliert 
wurden, regenerieren bei Kultivierung in vitro und bilden 
innerhalb 14 Tagen ein Fasemetzwerk aus (Althaus et al. 
(1984), Naturwissenschaften 71, 309-315). Diese OL-Kulturen 
stellen daher ein hervorragendes Testsystem zur Ennittlung 
von Substajizen dar, welche die Regenerierung von OL stimulie- 
ren. Es wurde damit bereits gezeigt, daB Phorbolester wie 
etwa Phorbol-12-myristat-13-acetat (TPA) die Faserregenera- 
tion der OL erheblich steigern konnen. Phorbolester koinmen im 
Milchsaft der Wolf smilchgewachse oder in Crotonol aus den 
Samen des indischen Croton tiglium vor. Sie sind jedoch als 
mogliche Arzneimittel zur Behandlung von demyelinierden 
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Krankheiten vollig ungeeignet, da sie stark lokal reizend und 
kokarzinogen wirken. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, eine Sub- 
stanz zu finden, die eine Verbesserung der Regeneration von 
Oligodendrocyten bewirkt und zugleich keine Toxizitat auf- 
weist . 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch ein Verfahren zur 
Verbesserung der Regeneration von Oligodendrocyten, insbeson- 
dere humanen Oligodendrocyten gelost, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daS maui Oligodendrocyten in Zellkultur mit 
Nerve Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von MGF 
behaiidelt. 

Die Bezeichnung "NGF" oder "aktives Fragment von NGF" im 
Sinne der vorliegenden Erfindug betrifft naturlichen NGF, 
insbesondere naturlichen humanen oder murinen NGF und alle 
Fragmente oder Derivate von NGF, die dessen biologische AJcti- 
vitat aufweisen, d.h. eine Verbesserung der Faserregenerie- 
rung von Oligodendrocyten in vitro oder/und die Proliferation 
von reifen Oligodendrocyten bewirken. Beispiele fur NGF-Kole- 
kule, die sich fiir dais erfindungsgemaBe Verfahren eignen, 
sind etwa NGF-fi, NGF 2,5S oder NGF 7S aus der Submaxillaris- 
Druse der Maus. Diese NCT-Molekiile sind beispielsweise von 
Sigma-St. Louis oder Boehringer Mannheim kommerziell erhalt- 
lich. Vorzugsweise fiihrt man das erfindungsgemMSe Verfahren 
mit einem humanen NGF, besonders bevorzugf mit humanem rekom- 
binantem NGF-S durch. Die Herstellung eines aktiven NGF-Frag- 
ments durch tryptische Verdauung von NGF ist bei Mercanti et 
al. (Biochim.Biophys; Acta 496 (1977), 412-419) beschrieben. 
Dieses Fragment besteht aus zwei linearen Oligopeptiden, die 
durch eine Disulfidbriicke verknupft sind, und enthalt die 
Aminosaurereste 10 bis 25 und 75 bis 88 der Aminosauresequenz 
von NGF (entsprechend der Nomenklatur von Angeletti und 
Bradshaw (1970), Proc. Natl. Acad. Sci. DSA 68, 2417-2421). 
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Bei Behandlung von Oligodendrocyten in Zellkultur mit NGF 
(NGF 2,5S Oder humaner rekombinanter NGF) wurde die Faserre- 
generation der OL ahnlich wie bei Behandlung mit Phorbol- 
estern, aber mit einem etwas anderen zeit lichen Verlauf 
verbessert. So wurde bei Behandlung von OL mit Phorbolester 
ein Fasernetzwerk bereits nach 24 Stunden erzeugt,. wahrend 
dafiir in Gegenwart von NGF 4 8 Stunden erforderlich waren- Die 
NGF-Wirkung wurde durch Anti-NGF-Antikorper inhibiert, 

Steigende NGF-Wirkungskonzentrationen ergaben keine schnelle- 
re Regeneration der OL-Fasern, es wurde jedoch gefunden, daS 
das AusmaB der Faserelongation und -verzweigung konzentra- 
tionsabhangig war, Durch NGF konnte die Faserproduktion in 
alien Oligodendrocyten verbessert werden, welche mindestens 
filr die Untersuchungsdauer (2 Wochen) iiberlebten. 

Zusatzlich wurde f estgestellt , daS NGF 2,5S die Proliferation 
einer Subklasse von kultivierten reifen OL induziert. Mit 
humanem rekombinantem NGF wurden ahnliche Resultate erhalten. 
Diese Wiricung war konzentrationsabhangig und trat erst auf ^ 
wenn die Zellen langer als 24 Stunden mit NGF behandelt wur- 
den. Die Induzierung der Proliferation wurde durch Anti-NGF- 
AntikSrper blockiert. Die hochste Rate der NGF-Prolif eration 
wurde bei Behandlung der Zellen mit einer Kombination von 
Phorbolester und NGF gefunden. 

Die WdLrkung von NGF kcuxn auch verbessert werden^ wenn die 
Behandlung der Oligodendrocyten mit einer Kombination von NGF 
und einem oder mehreren Proteasehemmstof f en erfolgt. Ein 
Beispiel fiir einen geeigneten und bevorzugten Proteasehemm- 
stof f ist Aprotinin, das beispielsweise unter dem Handelsna- 
men "Trasylol" von Bayer-Leverkusen vertrieben wird. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
phannazeutische Zasammensetzung zur Behandlung von Krankhei- 
ten, bei denen eine Demyelinierung von Hervenfasern eintritt, 
und die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment davon, 
gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch ublichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdunnungsmitteln enthalt. Vorzugsweise 
enthalt die pharmazeutische Zusajnmensetzung humanen NGF, 
vorzugsweise humanen rekombinaten NGF-B. Weiterhin kann die 
Zusammensetzung einen oder mehrere pharmazeutisch vertragli- 
che Proteasehemmstoffe, beispielsweise Aprotinin enthalten. 

Die Erfindung betrifft femer ein Verf ahren zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasem 
eintritt, die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch ublichen 
Trager-, Hilfs-, Fiill- und Verdunnungsmitteln enthalt, wobei 
man vorzugsweise als Wirkstoff humanen NGF, besonders bevor- 
rugt humanen rekombinanten NGF-B verwendet. 

Fur die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten konnen 
die erfindungsgemafien Zusammensetzungen mit therapeutisch 
akzeptablen Tragersubstanzen verarbeitet warden. Geeignete 
Trager ffir die Herstellung von derartigen Losungen sind Was- 
ser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose. Geeignete 
Trager fur Injektionslosungen sind Wasser, Alkohole, Polyole, 
Glycerin und pflanzliche Ole. 

Die pharmazeutischen Praparate konnen ferner Konservierungs- 
mittel, Losungsmittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, 
Emalgiermittel, Salze zur Veranderung des osmotischen Drucks, 
Puffer sowie gegebenenfalls andere therapeutische Wirkstof fe 
enthalten. 

Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenf asern 
eintritt und die mit Hilfe der erfindungsgemaBen pharmazeuti- 
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schen Zusammensetzung behandelbar sind, konnen etwa durch 
Entziindungen, autoimmunologische Prozesse,. Enzyme oder Toxine 
hervorgeruf en werden. Beispiele fiir solche Krankheiten sind 
etwa Multiple Sklerose, Slow Virus Enzephalie, verschiedene 
Formen der Myelitis oder Schwermetallvergiftungen. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung wird vorzugsweise syste- 
misch appliziert. Die Applikation kann durch die dem Fachmann 
gelaufigen Methoden erfolgen, beispielsweise intrazisternal 
C, intravenos oder peripher. Zur intrazisternalen oder intra- 
venosen Applikation kann NGF, beispielsweise in physiologi- 
scher Kochsalzlosung, suspendiert sein* 

Die Zugabe von Proteasehemmstoff en, z.B. Aprotinin, ist bei 
taglicher Verabreichung von NGF nicht zwingend erf orderlich, 
bietet aber einen Schutz gegeniiber Proteasen,. die NGF unwirk- 
sam machen konnten. Die bevorzugte Untergrenze der taglich 
verabreichten NGF-Dosis liegt bei einer Konzentration von 10 
ng NGF /ml Blut, wahrend die bevorzugte Obergrenze bei 300 ng 
NGF/ml liegt. Die VereOireichung von NGF erfolgt vorzugsweise 
iiber einen langeren Zeitraum, d.h. mindestens 48 Stunden. 

Die vorliegende Erfindung soli weiterhin durch die folgenden 
Beispiele in Verbindung mit den Figuren 1 und 2 verdeutlicht 
werden. Es zeigen: 

Pigur 1 das Fas erwachs turn von Oligodendrocyten in Gegenwart 
von NGF und 

Figur 2 den Einbau von [^H] Thymidin in kultivierte Oligo- 
dendrocyten in Gegenwart verschiedener Wachstums- 
f aJctoren* 
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Beispxel 1 

Kiiltivierung von Oligodendrocyten 

Oligodendrocyten wurden aus dem Corpus callosum von ca. 1- 
jahrigen Schweinen fiber einen Dichtegradienten gewonnen und 
anschlieBend in Kultur gebracht (Gebicke-Harter et al. 
(1984), J.Neurochem. 42, 357-368). Die Zellen wurden auf 
Poly-D-lysin beschichtete Petrischalen ausgesat und in einem 
Medium bestehend aus MEH/HAM's F-10 (1:1 v/v) , 10 % fotalem 
Kalberserum sowie Transferrin (10 j/g/ml). Insulin 5 pg/ml und 
Mezlocillin (40 fiq/mL) bei tiblichen Kulturbedingungen (5 % 
CO2, 37-C) kultiviert. Aufgrund ihrer OberflachencharaJcteri- 
stika handelte es sich bei den Zellen urn reife Oligodendrocy- 
ten, sie waren immunocytochemisch GCT , WP* (Marker fiir reife 
OL), A2B5- (Marker fur OL-Vorlauferzellen) und 0X42" (Marker 
fur Mikrogliazellen) . Als Marker wurden monoklonale Antikor- 
per und polyklonale Antiseren verwendet. 



Beispiel 2 

Wachstum von Oligodendrocytenf asem in Gegenwart von NGF 

Zu Oligodendrocyten aus Beispiel 1 wurden nach 6 Tagen Kulti- 
vierung in vitro HGF (hmoaner rekombinanter NGF-S, 100 ng/ml) 
und Trasylol (1000 U/ml, Bayer Leverkusen) zum Kulturmedium 
gegeben, das taglich emeuert wurde. Die durch Trasylol ver- 
ursachte Proteasehemmung sorgte ffir einen konstanteren NGF- 
Spiegel wahrend der Kultivierung. Nach zweitagiger Behandlung 
wurden die Zellen fixiert und elektronenmikroskopisch unter- 
sucht. Figur 1 zeigt einen Vergleich der Faserlange zwischen 
unbehandelten Kontrollzellen, NGF-behandelten Zellen und 
Phorbolester (TPA)-behandelten Zellen. Die Faserlange, die 
anhand vergrSSerter Phasenkontrastphotographien ermittelt 
wurde, zeigte in Kontrollkulturen und NGF-behandelten Kultu- 
ren einen statistisch signifikanten Unterschied (t-Test, 
Faserlange/Zellzahl, p < 0,001), wie es auch bei TPA-behan- 
delten Kulturen der Fall war. 
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Bei spiel 3 

Proliferation von reifen Oligodendrocyten in Gegenwart von 
NGF 

Oligodendrocyten- wurden auf Poly-b-Lysin-beschichteten Multi- 
well-Kulturplatten (160.000 Zellen/Well) nach 6 Tagen in 
vitro mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (plus Trasylol) mit 
den in Tabelle 1 gezeigten Konzentrationen behandelt, wobei 
das Kulturmedium taglich erneuert wurde. Die Proliferation 
der Oligodendrocyten wurde iiber den Einbau von HJ-Thymidin 
in 24-stundigen Intervallen gemessen, Jede Behandlung wurde 
doppelt durchgefiihrt und mindestens zweiinal wiederholt. Die 
Standetrdabweichung zwischen den einzelnen Proben war im Be- 
reich von 20 bis 25 %. 

Tabelle 1 

Getestete Substanz OL-Faserbildung Herkunft der Substanz 



l.NGF (2,5 S) 
(10-300ng/ml) 



Maus-Submaxillaris- 
Dxruse 



2. NGF (2,5 S) 
(100 ng/ml) 
+ 

anti-NGF/ 1:200) 



Kaninchen (polyklonal) 



3*NGF-a 

(lO-lOOng/ml) 



human , rekombinant 



4 .Trasylol 
(lOOOU/ml) 



Handelsname von Apro- 
tinin , Bayer-Lever- 
kusen 



5 . Interleukin-2 
(lOO-lOOOU/ml) 



human , rekombinant 
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6.EGF (l-lOOng/ml) 

(Epidermal Growth Factor) 



Maus-Submeocillaris- 
Driise 



7.FGF (a/b) 
(l-200ng/mL) 

(Fibroblast Growth Factor) 



Rind 



8. IGF I/II 

(10-lOOng/ml) 
(Insulinlike Growth 
Factor) 

9.PDGF {2-lOng/ml) 
(Platelet Derived 
Growth Factor) 



human , rekombinant 



humane Plattchenzellen 



Die verschiedenen Wachstumsfaktoren warden von Sigma-St. Louis 
(1 2,5,7,9) und Boehringer Mannheim (1-3, 8) bezogen. Das 
tagUch emeuerte Kultvxrmedium wurde mit 10 % f otalem Kalber- 
serum versetzt und enthielt die Wachs turns faktoren in den 
jeweils oben angegebenen Endkonzentrationen + 1000 U/»l Tra- 
sylol. Bei IGF I und II wurde die gew5hnliche Insulinkonzen- 
tralJ-on von 5 ^g auf 0,5 ^g/"! verringert. Die Faserbildung 
wurde wie folgt klassifiziert: 

= einige kurze (mit einer Lange von 3-4x des Korperdurch- 
messers) Fasem und sehr wenige Verzweigungen vorhanden, 
entspricht den Kontrollkulturen; 

+ Fasemetzwerk mit verstarktem Stof fwechsel. 

Figur 2 zeigt den Ei^au von ['Hl-Thymidin in Gegenwart ver- 
schiedener Wachs tums faktoren. Dabei ist ersichtlich, da6 
neben Phorbolester (TPA) nur NGF eine Wirkung auf die Prolx- 
feration von 01. zeigt. In Gegenwart von Anti-NGF-Antikorper 
wird die durch NGF erzeugte Zellproliferation vollstSndig 
inhibiert. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Verbesserung der Regeneration von Oligo- 
dendrocyten^ insbesondere von humanen Oligodendrocyten, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man Oligodendrocyten in Zellkultur mit Nerve Growth 
Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von NGF behandelt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Behandlaing mit humanem rekombinantem NGF-S 
durchf iihrt - 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstoff e 
zusetzt • 

4 . Verfahren nach Anspruch 3 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Aprotinin als Proteasehemmstoff verwendet. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten^ bei denen eine Demyelinierung von Nervenfa- 
sem eintritt^ 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch iibli- 
chen Trager-r Hilfs-, Full- und Verdiinnungsmitteln ent- 
halt. 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF-B ent- 
halt. 
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7. Phannazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstoffe 
enthalt. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch .7, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl sie als Proteasehemmstof f Aprotinin enthalt. 

9. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Krankheiten, bei denen 
eine Demyelinierung von Nervenfasern eintritt, die als 
Wirkstoff NGF oder ein" aktives Fragment davon, gegebe- 
nenfalls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdunnungsmitteln enthSlt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF verwen- 
det. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zusammensetzung weiterhin einen oder mehrere 
ProteasehCTimstoffe enthalt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zusammensetzung als Proteasehemmstoff Aprotinin 
enthalt . 



13. 



Verfahren zur Bekampfung von Krankheiten, bei denen eine 
Demyelinierung von Nervenfasern eintritt, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Zusammensetzung verabreicht, die als Wirk- 
stoff NGF Oder ein aktives Fragment davon, gegebenen- 
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falls zusaininen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilfs-, Fiill- und Verdiinnungsmitteln enthalt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet 
daB man die Zusammensetzung intravenos verabreicht. 
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Fig. 1 
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Fdd I BemerkttngCD zu den Ansprucfactif die stcfa ais nxcfat rcchcrducrtwr 



(Fortedzmig'voii Pimkt 1 aitrBistt.1) i 



Ganftfi Artikel 17(2)a) wurde uu foigenden GrOmten fOr bestnnmte AnsprOdie kdn Re che r chen bericfat erttellt 



AxBpriksfac Nr« 

weU Sie tich auf Gegeaxtimde beztefaen, zu deren Recfaenfac dk Bcbdrde nicht verpflichtet ist, nSmUcfa 

Bemerkung: Obwohl die AnsprQche 13,14 sich auf e1n Verfahren zur Behandlung 
des Diensch11chen/t1er1schen Korpers bezlehen, vAirde die Recherche durch'- 
gefQhrt und grundete s1ch auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/ 
Zusananensetzung. 

Z Q AwprtteheNr. ^ ^ ^ 

weil sie sicfa luf Tcsle der inteniatunudra Amnddung h<*fifhni , die den vorgescfariebenen Aufordeningen so wen^ entsptecfaen, 
dafi eine cinnvoUe intemationale Recfaen:he nicfat durcfag^Uhrt werden kann« nfimlicfa 



I 1 AnsprOcheNr. 

well e« sicfa dabet urn ibbangige AnsprOcfae handett, cBe mcfat cmipi e Ui eud Satz 2 und 3 der Regel M a) abgefaflt rind. 



FddU 



der firfindnng (FartwtxuBg yon Pimkt 2 auf Matt 1) 
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1 . I I Da der Anmelder alle cr^or der lichen zusStzfibfaen Re ch er ch BC g ebOfaren rechtiritig cniricfatec hat, ci st r ec k t sicfa cfieser 

intemadocaie Recfaerctambcricfat auf alle r rr irrriii r r faircn AnsprOcfae der imnTn i Tinn alen Anmddung. 

2. I I Da fdr slle recfaercfaierbaren AnsprQche die Recberdte ohne eaten ArbeUnufWind durcfagefilhrt werden komite:« der c 

Titoa»ytt>4*» Px J i »elw iigiKflhr pgrMshtferrigt hatte, hat <Hg ImBrmtianmfa Rechjtfrhnnhffhft rda nicht mr ZahhlHg CiPCT 

GdiQfar aufgeforderL 



3* I I Pa ^TT Affny**^ ntrr wnigg iter erfiarderlichgn irntSfTneihf?n Rwiyrchgngghflfaren r reliiyntig entriehtet hat,, erstrcdtt Jicfa <fieser 
— intematonte Recfaercfaenbericfat nur auf ^ AnsprQche der intem attenatcn Anrnrirfimg, fitrdeGebOhrene uUitiuet wordcn 
Bind, nimlicfa auf die AnsprQche Nr. 
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fafit 
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